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Novife pochodne 4,5,6,7-tetrabromobenzimidazolu oraz spos6b ich otrzymywania 

i 

Przedmiotem wynalazku nowe pochodne 4,5,6,7-tetrabromobenzimidazolu oraz sposob 
ich otrzymywania. 

Ze stanu techniki znany jest niepodstawiony 2-amlno-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazol 
znaleziony w owocach jako produkt degradacji srodka przeciwrobaczego Benomylu (Pease i 
Gardiner, 1969). Jego struktur? zaproponowana na podstawie widma masowego, jednak jego 
synteza nie zostata dotychczas opisana. 

Z opisu patenlowego nr US 2003/0027842A1 znany jest 2-hydroksy 4,5,6,7- 
tetrabropDobenzimidazol otrzymany w reakcji bromowania 3-karboksy-4,6,7-tribromo-2- 
hydroksybenzimidazolu oraz 1 -a!ki!o-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazole otrzymywane poprzez 
alkilowanie haiogenkiem 4,5,6,7-tetrabromobenzimjdazolu w srodowisku zasadowym. 

Halogenopochodne benzlmidazolu wykazujq^wiele interesuj^cych wte§ciwo§ci biolcgicznych. 
Wiadomo jest, ze pochodne 2-trifluorobenzimidazolu jak i niektore pochodne bromobenzimidazoli 
posiadajq^ wysok^ aktywnosc przeciwpierwotniakow^, przeciwbakteryjn^ i przeciwwirusow^ 
{Navarete-Vazquez et al. Bioorg.Med.Chem.Lett.11, (2001), 187-191^; Andrzejewska et 
aI.Eur.J.Med.Chem. 37 (2002), 972-978)2. Najbardziej prawdopodobne wyjasnienie szczegolnej 
aktywnosci biologicznej halogenopochodnych benzimidazolu to posiadanie przez nie zdolnosci 
zaktocenia metabolizmu komorki poprzez inhibicj? enzymow regulujqcych metabolizm kinaz 
biatkowych. 

Kinazy biatkowe sq. duz^ grup^ enzymow (ponad 500 rodzajow kodowanych przez ludzki 
genom) obecnych w kaidej komorce eukoriotycznej i proeukariotycznej spetniajqcych szczegoinq, 
rol? regulatorow mechanizmow komorkowych. Enzymy te katalizuj^ przeniesienie grupy 
fosforanowej z ATP ewentualnie GTP na aminokwasy seryn?, treonin? lub tyrozyn§. Sei to 



generalnie ..spokojne" enzymy, uaktywniaj^ si? jednak na poszczegolnych etapach. w tym takte 
patologicznych, metabolizmu komorki. Obecnie kinazy bialkowe, a szczegolnie ich inhibitory, ciesz^ 
si? duzym zainteresowaniem jako potencjalne obiekty pomocne w projektowaniii specyficznych 
lekow. Owocem badan nad Inhibitorami kinaz jest przyktadowo Gieevec. lek przeciwko chronicznej 
bialaczce szpikowej (Druker i inni. 2001)3. 

Szczeg6ln^ rodzin^ kinaz bialkowycli tzw. kinazy kazeinowe (CK1 i CK2). dia ktorych 
istnieje ponad trzysta biafek b?d^cycli substratami dIa tych enzymow. Uczestnicz^ one w wielu 
procesach komorkowych (Litclifield. 2003)4. Zebrano wiele dowodow, ze ich podjednostki mog^ 
zachowywac si? jako onkogeny (Kelliher i inni, 1996, Orlandini i inni, 1998)5.6.7. Najbardziej znanym i 
silnym inhibitorem kinazy kazeinowej 2 (CK2) jest 4,5,6,7-tetrabromobenzotriazol (TBB)(Sarno i inni 
2001). 

1 

Badania farmakologiczne: 

Badano efekt cytotoksyczny 4,5,6,7.tetrabromo-2-dimetyloaminobenzimidazolu na komorki 
biaiaczki ludzkiej typu Jurkat T. 

1. Komorki biataczki typu Jurkat inkubowano 24 godziny w medium o wzrastajqcym st?zeniu 4,5,6.7- 
tetrabromobenzimidazolu (TBB) lub 2Kiimetyloamino-4.5.6,7-tetrabromobenzimidazolu (K25).' Efekt 
cytotoksyczny oznaczano uzywaj^c metody barwienia l\^TT ( bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-3,5- 
difenylotriazolowy). Jako kontrol? prowadzono inkubacj? komorek w medium z dodatkiem 
rozpuszczalnika (DMSO, 05% v/v). Wartosci przedstawiono jako sredni^ z trzech eksperymentow. 
Otrzymany efekt cytotoksyczny 4.5.6.7-tetrabromo-2-dimetyloaminobenzimidazolu na komorki 
biateczki ludzkiej typu Jurkat T przedstawiono na Fig.1. Otrzymane wyniki potwierdzaj^ ie 2- 
dimetyloamino4.5.6.7.tetrabromobenzimidazol jest kilkukrotnie bardziej aktywny niz tetrabromo- 
benzotriazol - znany inhibitor kinazy kazeinowej 2. 

2. Komorki biafaczki typu Jurkat inkubowano 14 godzin bez dodatku 2-dimetyloamino-4,5,6.7- 
tetrabromobenzimidazolu (C), oraz w medium o st?zeniu 5 lub 10 uiVI 2-dimetyioamino-4,5,6,"7- 
tetrabromobenzimidazolu oraz 50 ng/ml antiFas (aP), substancji kontrolnej do sledzenia procesu 
apoptozy. Aktywacj? kaspazy-biaika enzymatycznego kontrolujqcego apoptoz? stwierdzono 
obserwuj^c degradacj? dwoch biatek b?d^cych substratami tego enzymu HS1 i PARP. Efekt 
pi7edstawiono na Fig 2. Otrzymane wyniki wskazujq, ze molekularny mechanizm dzialania 
2-dimetyloamino-4,5.6.7-tetrabromobenzlmidazolu moze by6 wyjaSnlony poprzez indukcj? 
apoptozy-programowanej smierci komorek. 



Testy aktywnosci enzymatycznej kinaz przeprowadzono wedlug metodyki opisanej przez Samo I inn! 
2003. i zapisano w tabeii 1. Szcz^tkowa aktywnosc byfa okreslona poprzez inkubacj? w obecnosci 
inhibitora o st§zeniu 10|^M i wyrazona jako procent aktywnosci bez inhibitora. 

Tabela 1. Testy aktywnosci enzymatycznej kinaz. 



Ip 


Kinaza* 


4,5,6,7-tetrabromo- 
benzotriazol (TBB) 


2-dimetyioamino-4,5,6,7- 
tetrabromobenzimidazol (K25) 


1. 


CK1 


91 


87 


2. 


CK2 


13 


4 


3. 


G-CK 


95 


92 


4. 


DYRKIa 


22 


2 



Poininn^ nvDi;7 ;A ' ^'^^^'Howa ^, KinazB kazeinowa z aparatu 

Golgiego, DYRKIa - (Dual-specificity tyrosine phosphorylated and regulated kinase) Kinaza 
tyrozynowaowlasciwosciachregulacyjnych. ' 

Dane eksperymentalne: 

Natywna CK1 (nCKI) i CK2 (nCK2) zostala oczyszczona z w^troby szczura (Megglo i wsp. . 
1981); CK aparatu Golgiego (G-CK). oczyszczona z wydzielaj^cego mieko gruczoJu sutkowego 
szczura, byta dostarczona przez Dr A.N. Brunati (Padwa, Wtochy). Biaiko kinaz tyrozynowych Lyn, c- 
Fgr. Syk (rowniez okreslana TPK-ilB) byfy oczyszczone ze 6ledziony szczura. jak poprzednio w 
odnosniku literaturowym (Samo i wsp.. 2003). Rekomblnowane podjednostki a i p ludzkiej CK2 byly 
produkowane w E. coll a holoenzym by! rekonstytuowany i oczyszczony jak opisano poprzednio 
(Samo i wsp. 1996). Mutanty CK2: V66A i I174A uzyskano jak to opisano uprzednio (Samo i wsp. 
2003). Podwojny mutant V66AI174A otrzymano przy uzyciu zestawu: "QuIckChange-SiteDirected 
Mutagenesis" (Stratagene). stosuj^c ludzki V66A a cDNA wl^czony w wektor pT7-7 jako matryca i 
syntetyczne oligonukleotydowe primery, 

5'-GCACAGAAAGCTACGACTAGCAGACTGGGGTTTGGC-3' ] 
5--GCCAAACCCCAGTCTGCTAGTCGTA-CTTTCTGTGC-3-, kazdy komplementamy do 
przeciwieglych laricuchow matrycy. Ekspresja i oczyszczanie mutanta przeprowadzono jak opisano 
poprzednio (Samo i wsp., 2003). Saccharomyces cerevisiae piD261 by! dostarczony przez Dr S. 
Facchin (Padwa, Wtochy). Zrodto wszystkich innych kinaz biaJkowych u^ytych w oznaczeniach 
specyficznosci jest albo opisane aibo posiada odnosnik literaturowy podany przez Daviesa i wsp 
(2000). 



Oznaczenia kinetyki: 

Szybkosci poczq,tkowe byty oznaczane pt^y kazdym z badanych stqien substratu. Wartosci 
Km byly obliczane albo w nieobecnosci albo w obecnosci zwi?kszajq.cycli si? st?zeri inhibitora z 
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wykresow podwojnej odwrotnosci Lineweavera-Burke'a. Stale inhibitorowe byly obliczane poprzez 
analiz? regresji liniowej wykresow Km/Vmax versus siqieme inhibitora. Bior^c pod uwag§, te 
wszystkie pochodne TBI zachowuM si? jak inhibitory kompetycyjne wzgl?dem ATP, state inhibicji 
byly rowniez wyprowadzane z zaieznosci ICso/Ki Chenga-Prusolfa (Cheng i Prusoff, 1973) przez 
oznaczenie IC50 dia kazdego zwi^zku przy 1 jaM st?ieniu ATP. 

Testy fosforylacji kinazy kazeinowej 2 {CK2): 

Testy fosforylacji prowadzone byfy w obecnosci wzrastajq.cego st?zenia kazdego inhibitora 
w pr6bce 0 obj§to§ci koricowej 25 ^il zawierajq.cej 50 mlVI buforu Tris-HCI 0 pH 7.5, 100 mM NaCI, 
12 mM MgCl2, 100 syntetycznego peptydu RRRADDSDDDDD b?d^cego substratem fosforylacji 
i 0.02 ^iM Y- 33P- ATP. Inkubacj? prowadzono przez 10 min w temperaturze 37 °C. Reakcj? 
zatrzymywano przez dodanie 5^1 0.5 M kwasu ortofosforowego. Mieszanin?" inkubacyjn^ 
przenoszono na filtr z fosfocelulozy. kt6ry pizemywano cztery razy 75 mM kwasem ortofosforowym 
(5-10 mi), nast^pnie metanolem i suszono przed zliczeniem impuls6w w liczniku scyntylacyjnym. 

Test przei:ywalno§ci: 

Kom6rki ludzkiej bialaczki typu Jurkat T byfy hodowane w pozywce RPMI-1 640 z dodatkiem 
10% (v/v) albuminy ciel?cej, 2 mM L-glutaminy, 100 jednostek/ml penicyliny i 100 ixg/ml 
streptomycyny. Do testu komorki (loe/ml) byly zawieszone w medium zawieraj^cym 1% (v/v) 
albuminy ciei^cej. nast?pnie inkubowane w 37X w obecnosci roznych st^zeri inhibitora. Komorki w 
tescie kontrolnym byly traktowane tak^ ilosci^ rozpuszczalnika, w jaklej rozpuszczono inhibitor. 
Inkubacje przerywano przez dodanie buforu hipoosmotycznego jak to opisal Samo I inni (2003). 
Przezywalnosc komorek okreslono u^ywaj^c barwnlka MTT (bromku 3-4,5-dimetylotiazol-2-yl)-3,5- 
difenylotriazolowego). Aktywacj§ kaspazy obrazowano technikq Westem-blot monitoruj^c 
degradacj? biaiek PARP 1 HS1 jak to opisal Ruzzene i inni (2002). 

Dane eksperymentalne otrzymane jako wynik tej pracy nieoczekiwanie wskazuj^ ze b?d^ce 
przedmiotem wynalazku otrzymane nowe zwiq.zki, zachowuj^c czterobromowany fragment 
benzenowy, kt6ry dobrze dopasowuje si? do zagl?bienia hydrofobowego w poblizu miejsca 
wlq.zqcego ATP modyfikuj^c triazolowy fragment cz^steczki, posiadaj^ znacznie lepsze wlasciwosci 
w stosunku do znanego 4,5,6,7-tetrabromobenzotriazolu (TBB) jednego z najbardziej efektywnych i 
selektywnych inhibitorow kinazy kazeinowej 2. 

Stwierdzono. ze zast^ienie atomu azotu w pozycji 2 przez atom w?gla pozwaia na latwiejsze dalsze 
modyfikacje w tej pozycji poprzez zastqpienie atomu wodoru w pozycji 2 grupami hydrofilowymi, co z 



kolei umozliwia powstawanie nowych oddziatywan typu van der Waalsa, lub tworzenie wi^zan 
wodorowych z polarnymi fancuchami kinazy. 

Najbardziej efektywny posrod zsyntetyzowanych inhibitor6w, pochodnych benzimidazolu 
okazat siq 2-dimetyloamino-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazol (K25), dia ktorego stala inhibicji (40nM) 
jest najnizszq.z dotychczas zaobserwowanych dIa inhibitor6w CK2. Jest ona o jeden rzqd wielkosci 
mniejsz^ niz dIa TBB. Na podkreslenie zasluguje selektywnoSc K25, pordwnywalna z TBB, gdyz 
tyiko jedna kinaza, mianowicie DYRKIa sposr6d badanych ponad 30 kinaz wykazuje podobn^ 
podatnosc na inhibicj? przez K25. Jednakie bardziej istotna jest kilkukrotnie wyzsza 
cytotoksycznosc K25 w por6wnaniu z TBB w stosunku do komorek biataczki typu Jurkat. K25 w 
odroznieniu do TBB nie powoduje depolaryzacji izolowanych mitochondriow. Wszystko to wskazuje 
bezwzgl§dnie, ze K25 ma wi^ksze zaiety niz TBB zwtaszcza do badan in vivo. 

Stwierdziiismy eksperymentalnie, ze niektore podstawione na grupie aminowej 2-amino- 
4,5,6,7-tetrabromobenzimidazole, sq. silniejszymi inhibitorami CK2 niz TBB, wyniki zestawiono w 
Tabeli 2. Tym samym wspomniane podstawione na grupie aminowej 2-amino-4,5,6,7- 
tetrabromobenzimidazole mogq.byc uzyteczne jako potencjalne leki jak rowniei odczynnlkl do badan 
w biologli molekularnej. 

Tabela 2. Efektywnosc pochodnych 2-amino-4,5,6,7-pentabromobenzlmidazolu jako inhibitorow 
CK2. 



L.p. 


Zwi^zek 


Staia inhibicji 
Ki (MiVI) 


1. 


4,5,6,7-tetrabromobenzotriazol (TBB) 


0.30 


2. 


2-amino-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazol 


0.09 


3. 


2-metyloamino-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazol 


0.09 


4. 


2-dimetyloamino-4,5,6,7-tetrabromoben2imidazol (K25) 


0.04 


5. 


2-etanoloamino-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazol 


0.13 


6. 


2-izopropylamino-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazol 


0.06 


7. 


2-(2-hydroksy)propyloamino-4.5,6,7-tetrabromobenzimidazol 


0.14 


8. 


2-dimetyloaminoetyloamino-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazol 


0.16 



W zwi^zku ze znanym stanem wiedzy wskazujqcym na duz^ekspresj? kinazy kazeinowej w 
mozgu chorych obci^zonych syndromem Downa jak rDwnie^ w przypadku choroby Alzheimera, w 
ktorych to chorobach wyst§puje nadprodukcja kinazy DYRKIa, wydaje si? bardzo prawdopodobn^ 
mozliwosc zastosowania nowych zwiqzkow wg wynalazku do leczenia wymienionych chorob. 

Podstawowym aspektem wynalazku s^ nowe pochodne 4,5,6,7-tetrabromobenzimidazolu o 
wzorze 1 



Br 




wzor 1 

w kt6rym Ri oznacza atom wodom lub rodnik alifatyczny a R2 oznacza rodnik alifatyczny 
ewentualnie dodatkowo podstawiony atomem wodom lub podstawnikiem, takim jak grupa 
hydroksylowa, lub podstawiona grupa aminowa. 

Nowymi pochodnymi s^w przypadku niniejszego wynalazku nast§puj^ce zwiqzki: 

2-metyloamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol, 

2-dimetyloamino-4,5,6,7-tetrabromo-1 H-benzimidazol, 

2-etanoloamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol, 

2-izopropyloamino-4,5,6,7-tetrabromo-1 H-benzimidazol, 

2-(2-liydroksypropyloamino)-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol, 

2-(2-dimetyloaminoetylamino)-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol. 

Dodatkowym aspektem wynalazku jest spos6b otrzymywania nowych pochodnych 4,5,6,7- 
tetrabromobenzimidazolu o wzorze 1, w kt6rym Ri oznacza atom wodom lub rodnik alifatyczny a 
R2 oznacza rodnik alifatyczny ewentualnie dodatkowo podstawiony atomem wodoru lub 
podstawnikiem, takim jak gmpa hydroksylowa, lub podstawiona gmpa aminowa, w reakcji zwiqzku 0 
wzorze 2, 



Br 




wzor 2 

w ktorym podstawnik R3 oznacza atom fluorowca, grup? alkilotlolow^ lub alkoksylow^ lub inn^ 
gmp? tatwo ulegajq.c^ podstawieniu, z amin^ w podwyzszonej temperaturze, a nast?pnie 
otrzymany produkt poddaje si? oczyszczaniu przez krystalizacj? lub chromatografi? na zelu 
krzemlonkowym po czym ewentualnie dziateniem kwasu nieorganicznego lub organicznego 
przeprowadza si? w sol. Sposobem wedJug wynalazku w zwiq.zku o wzorze 2 podstawnik R3 
oznacza atom fluorowca taki jak CI lub Br lub gmp? alkilotiolow^ tak^ jak CH3S, CH3CH2S, 



CH3CH2CH2S, lub nizszy alkoksyl taki jak grupa CH3O, C2H5O lub innq grup§ fatwo ulegaj^c^ 
podstawieniu tak^jak grupa sulfonowa lub grupa alkilosulfotlenkowa. 

Jako amina stosowana jest nizsza alifatyczna amina pierwszorz?dowa ewentualnie zawieraj^ca w 
tancuchu alifatycznym dodatkowo grupy hydroksylowe lub podstawione grupy aminowe. Jako amina 
moze tyc takie uiywana nizsza alifatyczna amina drugorz^dowa. Znamienne I korzystne dia 
sposobu wedlug wynalazku jest, 1q amina stosowana jest jako reagent i rozpuszczalnlk. w 
roztworze wodnym lub alkoholowym a reakcj? zwiq,zku 0 wzorze 2 z amin^ prowadzi si§ w zakresie 
temperatur od 80 do 140 °C. 

Otrzymane zwiq.zki 0 wzorze 1 mog^ zostac przeksztafcone w znany sposob w sole kwasow 
nleorganicznych lub organicznych. 

- Kolejnym aspektem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna 0 dzialaniu 
przeciwnowotworowym, zawieraj^ca efektywnie przeciwnowotworowo dzlafajqc^ Hose nowego 
zwi^zku wg wynalazku w kombinacji z co najmniej jednym oboj?tnym. farmaceutycznie 
dopuszczalnym nosnikiem, rozcienczalnlkiem lub zarobkq.. 

Zwiq.zki wedlug niniejszego wynalazku mogq bye wytwarzane i podawane w bardzo roznych 
postaeiach dawek do podawania doustnego i pozajeiltowego. I tak zwi^zkl wedtug wynalazku, mog^ 
bye podawane na drodze Iniekeji to jest dozylnie, doml§§niowo, srodskomie, podskornie, 
wewnqtrzdwunastniezo, wewnqtrzotrzewnowo. W przeznaezeniu do podawania drog^ pozajelitow^ 
wytwarza si§ postaeie dawek jednostkowych w fomiie pfynnej z udziafem kazdego ze zwi^zkow 
wedlug wynalazku, a przykfadowo 2-dlmetyloamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolu i jafowego 
wehieulum, przy ezym korzystnie stosuje si? wod§. Wymienione zwi^zki , w zaieznosci od rodzaju 
farmaceutyeznie zgodnego nosnika mog^ bye zawieszone , albo rozpuszczone w wehikulum. Przy 
sporzq.dzaniu roztworu, zwi^zek aktywny mozna rozpuscic w wodzie do wstrzykiwan i wyjatowic 
przez s^czenie. Tak otrzymanym jalowym roztworem napefnia si? fioiki lub ampufki, Wore nast?pnie 
szczelnie si? zamyka. Preparat po wypelnieniu nim fiolkl mozna rowniei zamrozic i usun^c wod? w 
warunkach prozni. Nast?pnie suchy liofillzowany proszek zamyka si? szczelnie we fiolce, do ktorej 
dof^cza si? drug^ fiolk? zawierajqcq wod? do wstrzykiwafi, w celu przygotowania roztworu do 
wstrzykiwan. Zwiqzki te mogqbyc r6wnie2 podawane inhalacyjnie lub przezskomie. Jest oezywistym 
dIa specjalistow ,ze przedstawione formy dawkowania mog^ zawlerac jako skladnik aktywny. 
zarowno nowe zwi^zki jak I farmaceutycznie dopuszczalnqsol kaidego ze zwlq.zk6w wg wynalazku. 
Farmaceutycznie dopuszczalne nosniki, stosowane do wytwarzania kompozycji farmaceutycznych 
mogq bye ciecz^ lub cialem stafym. Preparaty w postaci ciala stalego obejmuj^ proszki, tabletki, 
pigulkl. kapsulkl oraz dyspergowane granulki. Nosnikiem w postaci ciala stalego moze bye jedna lub 
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kilka substancji, ktore mogq^ dzialac jako rozciericzalniki, rozpuszczalniki, srodki wiqz^ce, 
konserwuj^ce, dezintegrujqce lub materiat kapsu»kujq.cy. 

Kolejnym aspektem wynalazku jest zastosowanie nowych pochodnych wg wynalazku do 
wytwarzania leku o dzialaniu przeciwnowotworowym. 

Aspektem wynalazku jest takie sposob hamowania aktywnosci kinezy kazeinowej 2 u pacjentow 
wymagajq.cych takiego leczenia przez podawanie skutecznej ilosci nowych pochodnych wg 
wynalazku 

Obecny wynalazek b§dzie latwiejszy do zrozumlenia na postawie konkretnych przyktadow, 
kt6re uzupelnione zostaly zafqczonymi rysunkami (Fig) i ktore majq.na ceiu zilustrowanie wynalazku 
a nie ograniczenie jego zakresu. 
Opis rysunkow (Fig): 

Fig.1 . ilustruje efekt cytotoksyczny 2-dimetyloamino-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazolu na komorki 

bialaczkl ludzklej typu Jurkat T. 
Flg.2. ilustruje mechanizm dziaiania apoptotycznego 2-dimetyloamlno-4,5,6,7- 

tetrabromobenzimidazolu na komorki bialaczki ludzklej typu Jurkat poprzez aktywacj? kaspazy. 

Synteza i charakterystyka pochodnych czterobromobenzoimidazolu (TBI): 
Wszystkie odczynniki i rozpuszczalniki u^yte do syntezy nabyto w Sigma-Aldrich. Temperatury 
topnienia (nie korygowane) byly mierzone w otwartych rurkach kapilarnych w aparacie do pomiaru 
temperatury topnienia Gallenkamp-5. Widma absorpcji w ultrafiolecie rejestrowano w spektrometrze 
Kontron Uvikon 940. Widma iH NMR (w ppm) byly mierzone przy uzyciu spektrofotometrow Varian 
Gemini 200 MHz i Varian UNITY plus w 2980K w D6 (DMSO). Jako standard wewn^trzny stosowano 
czterometylosilan, Chromatografi? kolumnow^ przeprowadzono na zelu krzemionkowym (Merck) 
(rozmiary ziama 230-400). Analityczna chromatografia cienkowarstwowa (TLC) byla 
przeprowadzona na plytkach pokrytych zelem krzemionkowym F254 (Merck) (grubosc 0,25 mm). 

Przyklad I. 2-Metylcamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol. 

Mieszanin? 2-chloro-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazolu (0.94 g, 2 mmole) i metyloaminy (30% roztwor 
w etanolu, 35 ml) ogrzewano 20 godzin w temperaturze 110-115 °C, Mieszanin§ odparowano do 
sucha a pozostatosc krystalizowano z 80% roztworu wodnego etanolu otrzymuj^c 630 mg (68%) 
bezbarwnych krysztal6w 0 t.t. 283-285 °C. TLC (CHCIa/MeOH, 9:1): Rf = 0.48. iR-NMR (D6(DMS0)): 
2.94 (d, CH3), 6.69 (q, NH), 11.60 (bs, NH-benz.). Analiza elementarna: wyliczono dia C8H5Br4N3 
(462.77): C, 20.76; H, 1.09; N, 9.08. Znaleziono: C, 20.70; H, 1.25; N, 8.83. 



Przykiad II. 2-Dimetyloamino4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol 

Mieszanin§ 2,4,5,6,7-pentabromobenzimidazolu (1.02 g, 2 mmole) i dimetyloaminy (30% roztwor w 
etanolu, 30 mi} ogrzewano 20 godzin w temperaturze 110-115 °C. Mieszanin? odparowano do 
sucha a pozostafosc krystalizowano z 80% roztworu wodnego etanolu otrzymujqc 710 mg (75%) 
bezbarwnych krysztaJow o t.t. >330 X (z rozkiadem). TLC (CHCia/MeOH, 9:1): Rf = 0.48. ^H-NMR 
(D6(DMS0)): 3.13 (s, 2 X CH3), 11.50 (bs, NH-benz.). Analiza elementarna: wyliczono dia C9H7Br4N3 
(476.79): C, 22.67; H. 1.48; N, 8.81. Znaleziono: C, 22.71; H, 1.61; N, 8.68. 
Przykted III. 2-Etanoloamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-ben2imidazol 

Mieszanin§ 2-metylotio-4,5,6,7-tetrabromobenzimidazolu (0.96 g, 2 mmole) i etanoloaminy (10 ml) 
ogrzewano pod chtodnica zwrotnq^ w tazni olejowej 0 temperaturze 120 °C przez 8 godzin. 
Mieszanin^ odparowano do sucha a pozostatoSc krystalizowano z 80% roztworu wodnego etanolu 
otrzymuj^c 610 mg (62%) bezbanA^nych krysztalow 0 t.t. 2'l6-218 °C. TLC (CHCIa/MeOH, 95:5): Rf = 
0.48. ^H-NMR (D6(DMS0)): 1.05 (t, CH2), 4.36 ( t. CH2), 4.90 (bs, OH), 6.68 (t, NH), 11.50 (bs, NH- 
benz.). Analiza elementama: wyliczono dIa C9H7Br4N30 (492.79): C, 21.94; H, 1.43; N, 8.53. 
Znaleziono: C, 21.90; H, 160; N, 8.40. 

Przykted IV. 2-lzopropyloamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol 

Mieszanin? 2,4,5,6,7-pentabromobenzimidazotu (1.02 g, 2 mmole) 1 izopropyloaminy (20% roztwor w 
etanolu, 25 ml) ogrzewano 20 godzin w temperaturze 110-115 ""C. Mieszanin§ odparowano do 
sucha a pozostatosc krystalizowano z 80% roztworu wodnego etanolu otrzymuj^c 690 mg (70%) 
bezbarwnych krysztafow 0 it. 288-290 (z rozWadem), TLC (CHCIs/MeOH, 9:1): Rf = 0.74. 1H- 
NMR (D6(DiVlS0)): 1,22 (d, 2 X CH3), 4.05 (m, CH), 6.60 (d, NH), 11.20 (bs, NH-benz,)- Analiza 
elementarna: wyliczono dIa CioH9Br4N3 (490.82): C, 24,47; H, 1.85; N, 8.56. Znaleziono: C, 24.36; H, 
1.98; N, 8.40. 

Pf2ykted V. 2-(2-Hydroksypropyloamino)-4,5,6,74etrabromo-1 H-benzimldazol 
Mieszanin? 2,4,5,6,7-pentabromobenzimidazolu (1.02 g, 2 mmole) i 2-hydroksypropyloaminy (10% 
roztwor wodny, 25 ml) ogrzewano 20 godzin w temperaturze 110-115 °C. Mieszanin? odparowano 
do suclia a pozostatosc krystalizowano z 80% roztworu wodnego etanolu otrzymuj^c 620 mg (61%) 
bezbarwnych krysztatow 0 t.t. XXXX ''C. TLC (CHCIs/MeOH, 90:10): Rf = 0.45. ^H-NMR 
(D6(DMS0)): 1.12 (d, CH3), 3.30 ( m, CH2), 3.83 (m, CH), 4.96 (d, OH). 6.62 (t, NH), 11.40 (bs, NH- 
benz.). Analiza elementama: wyliczono dIa CioH9Br4N30 (506.82): C, 23,70; H, 1.79; N, 8.29. 
Znaleziono: C, 23.66; H, 1.88; N, 8.16. 
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Przyktad VI. 2-(2-Dimetyloaminoetylamino)-4,5,6,7-tetrabromo-1 H-benzimidazol 
Mieszanin§ 2,4,5,6,7-pentabromobenzimiciazolu (1.02 g, 2 mmole) i dimetyloaminoetyloaminy (10% 
roztwoF etanolowy, 25 ml) ogrzewano 20 godzin w temperaturze 110-115 °C. Mieszanin? 
odparowano do sucha a pozostatosc krystalizowano z 80% roztwom wodnego etanolu otr2ymuj^c 
580 mg (56%) bezbarwnych krysztal6w o t.t. >250 °C (z rozkladem). TLC (CHCIs/MeOH. 70:30): Rf 
= 0.15. 1H-NMR (D6(DMS0)): 2.29 (s, 2 X CH3), 2.54 (m. CH2). 3.43 ( q, CH2), 6.82 (t, NH), 11.10 
(bs, NH-benz.). Analiza elementarna: wyliczono dia CiiHi2Br4N4 (519.86): C, 25.41; H, 2.33; N, 
1 0.78. Znaleziono: C, 25.56; H, 2.48; N, 1 0.64. 

Przyktad VII. Chlorowodorek 2-dimetyloamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzlmidazolu, 
2-dimetyloamino-4,5.6.7-tetrabromo-1 H-benzimidazol (0,48 g. 1mmol) rozpuszczono na gor^co w 
etanolu (80 ml). Dodano kwas solny (36% roztwor wodny, 5 ml.). Prawie natychmiast -z mieszaniny 
wypada drobnokrystaliczny osad. Mieszanin§ ozl§biono otrzymujq.c 350 mg (68%) chlorowodorku w 
postacl drobnych \g\e\ 0. tt>330 °C (z rozktadem). 




Zastrzetenia patentowe 



1.Nowe pochodne 4,5,6,7-tetrabromobenzimiclazolu o wzorze 1 

Br 




Br H 



wzor 1 



w ktorym Ri oznacza atom wodoru iub rodnik alifatyczny a R2 oznacza rodnik alifatyczny 
ewentualnie dodatkowo podstawiony atomem wodoru Iub podstawnikiem, takim jak grupa 
hydroksyiowa, Iub podstawiona grupa aminowa. 

2.Nowa pochodna wg zastrz.1, b^d^ca 2-metyloamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolem. 

S.Nowa pochodna wg zastrz.1, b§d^ca 2-dimetyloamlno-4,5,6,7-tetrabronio-1H-benzlmidazolem. 

4. Nowa pochodna wg zastrz.1, b?dqca 2-etanoloamino-4,5.6,7-tetrabromo-1H-benzimidazolem. 

5. Nowa pochodna wg zastrz.1, bqdsfa 2-lzopropyloamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimldazolem. 
e.Nowa pochodna wg zastrz.1, hq6s\ca 2-(2-hydroksypropyloamino)4,5,6,7-tetrabromo -1H- 

benzimidazolem. 

Z.Nowa pochodna wg zastnz.1, b^dqca 2-(2-dimetyloamlnoety!amino)-4,5,6,7-tetrabromo -1H- 
benzimidazolem. 

8.Spos6b otrzymywania nowych pochodnych 4,5,6,7-tetrabromobenzimidazolu 0 wzorze 1, w 
ktorym Ri oznacza atom wodoru Iub rodnik alifatyczny a R2 oznacza rodnik alifatyczny 
ewentualnie dodatkowo podstawiony atomem wodoru Iub podstawnikiem, takim jak grupa 
hydroksyiowa, Iub podstawiona grupa aminowa, w reakcji zwiqzku 0 wzorze 2, 




wzor 2 



w ktorym podstawnik R3 oznacza atom fluorowca. grup? alkilotiolow^ lub alkoksylowq lub inn^ 
grup? tatwo ulegajq.c^ podstawieniu. 2 aminq, w podwy^szonej temperaturze, a nast?pnie 
otrzymany produkt poddaje si? oczyszczaniu przez krystalizacj? lub chromatografi? na 2elu 
krzemionkowym. po czym ewentualnie dziataniem kwasu nieorganicznego lub organicznego 
przeprowadza si§ w sol. 

9.Spos6b wedlug zastrz.S znamienny tym. ie w zwXzku 0 wzorze 2 podstawnik R3 oznacza atom 
fluorowca taki jak CI lub Br lub gnjp? alkllotiolow^ tak^ jak CH3S, C2H5S. C3H7S lub niiszy 
alkoksyi. takI jak grupa CH3O. C2H5O lub inn^ grup? latwo ulegaj^c^ podstawleniu, takq jak 
grupa sulfonowa lub grupa alkilosulfotlenkowa. 
10.Spos6b wedtug zastiz.8 znamienny tym, ze jako amina stosowana jest nizsza alifatyczna amina 
plenvszorz^dowa. 

11.Spos6b wedlug zastrz.10 znamienny tym, ze amina alifatyczna pierwszorz§dowa zawiera w ■ 
lancuchu alifatycznym dodatkowo grupy tiydroksylowe lub podstawione grupy aminowe. 

12.Spos6b wedlug zastiz.S znamienny tym, ze jako amina uzywana jest nizsza alifatyczna amina 
drugorz§dowa. 

13.Spos6b wedlug zastrz.S znamienny tym, 2e amina jest stosowana jest jako reagent 1 

rozpuszczalnik, w roztworze wodnym lub alkotiolowym. 
14.Spos6b wedlug zastrz.S znamienny tym. ie reakcj? zwl^zku 0 wzorze 2 z amin^ prowadzi si§ w 

zakresie temperatur od 80 do 140 °C. 
15.Kompozycja farmaceutyczna 0 dziateniu przeciwnowotworowym, zawieraj^ca efektywnie, 

przeciwnowotworowo dzialaj^c^ ilosc zwi^zku wg zastrz.1, w kombinacji z co najmniej jednym 

obojftnym, farmaceutycznie dopuszczalnym nosnikiem lub rozciericzalnikiem. 
le.Kompozycja farmaceutyczna 0 dziafaniu przeciwnowotworowym, zawieraj^ca efektywnie. 

przeciwnowotworowo dziataj^c^ ilosc zwiqzku wg ktoregokolwiek z zastiz.2-7. w kombinacji z z 

CO najmniej jednym oboj§tnym. farmaceutycznie dopuszczalnym nosnikiem lub 

rozcienczalnikiem. 

17. Zastosowanie nowych pochodnych wg zastrz.1. do wytwarzania leku 0 dziataniu 
przeciwnowotworowym. 

18. Zastosowanle nowych pochodnych wg ktoregokolwiek z zastrz. 2-7. do wytwarzania leku 0 
dziafaniu przeciwnowotworowym. 

19.Spos6b hamowania aktywno^ci kinezy kazeinowej 2 u pacjentow wymagaj^cych taklego 
leczenia przez podawanie skutecznej llo§ci zwiqzku 0 wzorze 1 wedlug zastrz.1 . 

20.Spos6b hamowania aktywno^cl kinezy kazeinowej 2 u pacjentow wymagaj^cych taklego 
leczenia przez podawanie skutecznej ilosci zwiq.zku wg ktoregokolwiek z zastrz.2-7. 
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